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Vanaf het moment dat men zich bewust werd van het feit dat een werkzaam
geneesmiddel complementair moet zijn aan een fysiologisch doelwit zljn er
pogingen ondernomen om de interactie van deze twee componenten te visualiseren.
Het is inmiddels vanzelÍsprekend om te stellen dat dit complement zich vormt in de
drie-dimensionale ruimte. Het rationeel ontwerpen van nieuwe liganden voor
specifieke doelwitten vereist daarom experimentele kennis of betrouwbare modellen
met betrekking tot de drie-dimensionale moleculaire structuren en de betreffende
intermoleculaire interacties.
De drie-dimensionale structuur en het conformationele gedrag van moleculen
kan worden voorspeld met behulp van theoretische berekeningen. Hoofdstuk 1 van
dit proefschrift begint met een introductie van de betreffende technieken en de
benaderingen die gebruikt kunnen worden om een model van de shuctuur van het
fysiologisch doelwit te verkrijgen. Op basis van een hypothese met betrekking tot de
structuur van het ligand-doelwit complex kunnen drie-dimensionale voorwaarden
worden geformuleerd waaraan nieuwe liganden zouden moeten voldoen, en kan de
activiteit van zulke liganden worden voorspeld. Moleculen die complementair zijn
aan een doelwit kunnen worden gezocht in een databestand van bestaande
verbindingen of ze kunnen worden gegenereerd in aanwezigheid van het model van
het doelwit (de noao design). In tegenstelling tot deze op maat gemaakte structuren,
hebben nieuwe ontwikkelingen op het gebied van synthese en farmacologische
testsystemen het mogelijk gemaakt uitgebreide bibliotheken van verbindingen te
genereren en te testen, zonder dat kennis van de doelwit structuur noodzakelijk is.
Deze methoden op het gebied van combinatorial chemistry worden ook in Hoofdstuk 1
geïntroduceerd. Het hoofdstuk wordt afgesloten met het presenteren van de
resultaten van de toepassing van een aantal van de genoemde methoden op het anti-
tumor middel taxol en het bijbehorende doelwit tubuline.
De complexe structuur van taxol met meerdere vrij draaibare torsiehoeken
maakt het een geschikte kandidaat om methoden te testen die drie-dimensionale
structuur en conformationeel gedrag zeqgen te voorspellen. Het vergelijken van de
resultaten van deze methoden met gepubliceerde NMR spectroscopische gegevens
toonde aan dat hoewel de gegenereerde structuren juist zouden kunnen zijn, de
voorspelling van de relatieve stabiliteit van de conformaties onjuist was. Door
toepassing van de NAMFIS methode bleek dat het conformationele gedrag van taxol
in oplossing goed beschreven kon worden met een verzameling conformaties
verkregen uit het moleculaire mechanica t'orce t'ield AMBER* (behorend bij het
MacroModel programma pakket), mits de relatieve stabiliteit van de conformaties
werd afgeleid uit de NMR gegevens en niet uit de energiewaarden varrhet force field.
Er wordt hierbij aangenomen dat meerdere conformaties aanwezig zijn die
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voortdurend in elkaar overgaan; elk van deze conformaties op zich voldoet niet aan
alle experimenteel waargenomen afstanden of torsiehoeken, maar de combinatie van
alle conformaties beschrijft de experimentele waarnemingen op adequate wijze.
Verzamelingen van AMBER* conformaties van taxol en enkele analoga zijn
vervolgens gebruikt om een gemeenschappelijke farmacofoor te definiëren: een drie-
dimensionale oriëntatie van die kenmerken die essentieel zijn voor de herkenning
van taxol door het doelwit (tubuline). Rond één van de resulterende farmacoforen is
een minireceptor gebouwd, gebaseerd op de aminozuurvolgorde die betrokken blijkt
te Ájn bij het binden van taxol. Deze minireceptor voorziet in een aantal essentiële
intermoleculaire interacties van residuen met verschillende liganden en kan
fungeren als model van de interactie-plaats op tubuline. De minireceptor bleek ook te
kunnen dienen als doelwit structuur voor een de noao design programma dat nieuwe
structuren genereert. Dergelijke structuren zouden, na slmthese en farmacologische
evaluatie, kunnen leiden tot het bevestigen, aanpassen of verwerpen van de
ontwikkelde modellen.
Het grootste deel van dit proefschrift heeft betrekking op het onderzoek naar
de eisen die gesteld moeten worden aan geneesmiddelen die gericht zijn op de
melatonine receptor. Hoofdstuk 2 introduceert het hormoon melatonine, N-acetyl-5-
methoxy-tryptamine. Dit hormoon wordt gesynthetiseerd in de pijnappelklier en
wordt vrijgegeven aan de algemene circulatie in een circadiaan ritme waarbij de
hoogste spiegels gedurende de nacht worden bereikt. Membraan-gebonden
receptoren, die melatonine binden met een hoge affiniteit, worden verondersteld een
belangrijk aangrijpingspunt voor het hormoon te zljn. De meest in het oog
springende fysiologische activiteiten van melatonine hebben betrekking op diens rol
als indicator van zowel het dag-nacht ritme als het ritme van de seizoenen; een
belangrijke component van de laatsgenoemde activiteit heeft betrekking op de
coórdinatie van seizoensgebonden voortplanting. Het hormoon lijkt bovendien een
stimulerende werking op het immuunsysteem te hebben. Therapeutische toepassing
van geneesmiddelen gericht op de melatonine receptor zouden kunnen liggen op
het gebied van de behandeling van verstoorde circadiane ritmes (slaapstoornissen,
ploegendienst, jet-lag), voortplantingsstoornissen, psychiatrische aandoeningen
(winter depressie, schizofrenie) en aandoeningen waarbij het immuunsysteem
deficiënt is. Structuur Activiteits Relaties geven aan dat voor een interactie met de
melatonine receptor de methoxy-groep op positie 5 van de indool kem en de amide-
eenheid in de zijketen van het melatonine molecule essentieel zijn. De indool kem
zelf is niet essentieel en er bestaat ook een zekere mate van tolerantie met betrekking
tot substitutie in de ziiketen en op indool posities 2en6.
Een veelgebruikte benadering om de drie-dimensionale eisen van een doelwit
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natuurlijk voorkomende liganden. Een aantal conformationeel beperkte analoga van
het melatonine molecule zijn gesynthetiseerd en het onderzoek, beschreven in
hoofdstukken drie tot en met zesl heeft betrekking op het gebruik van deze liganden
bij de karakterisering van de melatonine receptor.
Voor het correleren van de farmacologische activiteit van liganden aan hun
drie-dimensionale structurele eigenschappen, moet deze activiteit uiteraard bepaald
zijn op basis van een stereochemisch zuiver preparaat. Hoofdstuk 3 beschrijft de
toepassing van een chromatografische methode om de racemische mengsels van
conformationeel beperkte melatonine analoga te scheiden. Gezwollen micro-
kristallijne triacetylcellulose werd gebruikt als chirale stationaire fase en 96% ethnol
vormde de mobiele fase. Milligram hoeveelheden van beide enantiomeren konden
voldoende ztiver worden verkregen. Voor 20 verbindingen werden experimenten
op analytische schaal uitgevoerd die aantoonden dat de retentie op triacetylcellulose
kolommen bepaald werd door zowel sterische als electrostatische eigenschappen.
De milligram hoeveelheden die worden verkregen na een chromatografische
scheiding als beschreven in hoofdstuk 3 zijn voldoende voor het uitvoeren van
receptor-bindings experimenten, maar zijn problematisch voor het bepalen van
absolute configuraties. Circulair dichroisme, een spectroscopische techniek, wordt
soms toegepast om absolute configuraties te bepalen, waarbij gebruik gemaakt wordt
van empirische regels en de voorkeuÍsconformatie van het molecule. Dergelijke
regels zijn onder andere ontwikkeld om de relatie te beschrijven tussen het teken
van het 'L6 Cotton effect (CE) en de absolute configuratie van verbindingen die het
tetraline skelet bevatten. Aangezien een aantal van de melatonine analoga gebaseerd
zijn op dit skelet, zijn deze regels aan een nader onderzoek onderworpen.
In Hoofdstuk 4 wordt de relatie onderzocht tussen de absolute configuratie en
de CD-spectroscopische gegevens van een serie 2-(dipropylamino)tetraline derivaten
met hydroxy- of methoxy-substituenten in de aromaat-ring.Deze reeks verbindingen
werd geselecteerd vanwege hun experimenteel bepaalde absolute configuratie en
hun goed omschreven conformationele gedrag. In tegenstelling tot de
voorspellingen op basis van de regels, leidde de aanwezigheid van aromatische
substituenten op positie s 6 of 7 niet tot een inversie van het teken van het llb CE.
Onverwachte teken-inversies werden waargenomen in sommige van de
verbindingen met een methyl-substituent in de niet-aromatische ring. Deze inversies
waïen niet gecorreleerd aan veranderingen in het conformationele gedrag en
varieerden aÍhankelijk van plaats en karakter van de aromatische substituent. Met
betrekking tot de onderzochte reeks van tetraline derivaten moet dus gesteld
worden dat CD-spectroscopie niet geschikt lijkt voor het bepalen van absolute
configuraties.
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Om de drie-dimensionale oriëntatie van essentiële functionele groepen van
zowel melatonine als conformationeel beperkte analoga te kunnen vergelijken, moet
een analyse worden uitgevoerd van de conformationele ruimte die deze
verbindingen tot hun beschikking hebben. In Hoofdstuk 5 wordt het
conformationele gedrag van melatonine en twee 8-methoxy-2-acetamidotetraline
derivaten onderzocht met behulp van moleculaire mechanica berekeningen en NMR
spectroscopie. In de berekeningen werd gebruik gemaakt van zowel het MM2-85 als
het MacroModel MM2* t'orce t'íeld. Ook werden drie verschillende methoden
onderzocht om de conformationele ruimte af te tasten: een methode waarbij het
molecule stapsgewijs wordt opgebouwd (gebruikt in combinatie rnet het MM2-85
force fíeld), een Monte Carlo methode en een systematische methode @eide uit het
MacroModel pakket en gebruikt in combinatie met het MacroModel MM2" t'orce
Jietd).
De efÍiciëntie van de drie zoekmethoden bleek vergelijkbaar in het beschrijven
van de conformationele ruimte voor melatonine, terwijl voor de tetraline derivaten
de Monte Carlo methode superieur bleek. Hoewel de systematische (MacroModel)
methode in staat was alle conformationele minima van de tetraline derivaten te
lokaliseren, was deze methode lastiger in het gebruilg de methode van het
stapsgewijs opbouwen van een molecule bleek niet in staat alle minima van de
tetraline derivaten te produceren. De structuren van de conformationele minima die
door de beide t'orce t'ields werden gegenereerd waren voor een groot deel bijna
identiek, hoewel elk van beide ook unieke structuren beschreef. De twee t'orce t'ields
verschilden aanmerkelijk met betrekking tot de relatieve sterische energie die
berekend werd voor de verschillende conformaties: deze energieën (en daarmee de
populatie van de conformaties in aacuo) worden in het MM2-85 t'orce t'ield
gedomineerd door een intramoleculaire interactie tussen de amide-H en het
aromatische systeem. NMR gegevens toonden aan dat deze interactie, hoewel
wellicht van belang in aacuo, niet van belang is in oplossing. Het MacroModel MMz*
force t'ield beschrijft deze specifieke interactie niet.
Het laatste hoofdstuk van dit proefschrift, Hoofdstuk 6, presenteert
farmacologische gegevens van de in hoofdstuk 3 gescheiden enantiomeren van
conformationeel beperkte melatonine analoga. De gegevens van verbindingen
gebaseerd op het tetraline, het benzocyclohepteen en het indaan skelet werden
gebruikt om een model van de interactie-plaats af te leiden. Hierbij werd tevens
gebruik gemaakt van gepubliceerde gegevens van analoga, gebaseerd op het
naftaleen en tetrahydrocarbazool raamwerk. Conformationele analyses werden
uitgevoerd met het MacroModel MM2* t'orce t'ield en de MacroModel Monte Carlo
zoekmethode. Uiigaande van de verzamelingen van conformaties werd een
















































































eenheden die van belang zijn voor farmacologische activiteit. Als farmacofore
eenheden werden hypothetische receptorpunten gebruikt, gedefinieerd als
extensievectoren vanuit de amide-NH, de amide-CO en de methoxy-O, samen met
de normaal door het vlak van de aromaat-ring. Het progÍamma APOLLO werd
gebruikt om deze punten te definiëren en om de beste overlap daawan voor alle
liganden te bepalen. Twee farmacofoor-modellen konden worden afgeleid. Het
eerste model was gebaseerd op structuren die als conformationele minima door
Monte Carlo analyse waren gegenereerd; de zijketens van de tehaline en
benzocyclo-hepteen liganden namen hierbij een pseudoaxiale oriëntatie aan. Een
tweede model waarin de zijketens van deze rigide analoga pseudoequatoriaal waÍen
georiënteerd kon worden verkregen door systematisch gegenereerde (niet-
geminimaliseerde) conformaties van deze verbindingen in aanmerking te nemen.
Geen van beide farmacofoor modellen was in staat de duidelijke daling in
bindings-affiniteit voor de indaan-analoga te verklaren. Met behulp van het
programma Yak werden minireceptoren gebouwd rondom een set van liganden, in
de oriëntatie behorend bij de farmacofoor modellen. Op deze manier wordt het
mogelijk gemaakt potentiële ligand...doelwit interacties te bestuderen. Een histidine
en twee serine residuen werden gebruikt om H-bruggen te vormen met
respectievelijk de methoxy-O, de amide-NH en de amide-CO van de liganden. De
keus van deze residuen was gebaseerd op de primaire aminozuur volgorde van een
membraan-gebonden melatonine receptor. De H-bruggen die mogelijk waÍen tussen
de indaan-verbinding en de minireceptor, gebaseerd op het farmacofoor model met
de pseudoequatoriaal georiënteerde zijketens, waren minder sterk en niet optimaal
georiënteerd vergeleken met de H-bruggen die de andere liganden konden vonnen
met de minireceptor. Deze waarneming geeft een mogelijke verklaring voor de
daling in affiniteit van de indaan-verbindingen. In de minireceptor die gebaseerd
was op het andere farmacofoor model werden geen verschillen gevonden tussen de
indaan-verbinding en de andere liganden.
Het onderzoek beschreven in hoofdstukken drie tot en met zes heeft
uiteindelijk geleid tot een model van de interactie-plaats op de melatonine receptor.
Dit model kan als uitgangspunt dienen voor het ontwerpen van nieuwe liganden.
Drie belangrijke conclusies zijn zowel uit het melatonine-project als uit het taxol-
project naaÍ voren gekomen. Allereerst is duidelijk geworden dat het berekende
conformationele gedrag van moleculen met experimentele metingen bevestigd moet
worden. Bij het zoeken naar farmacoforen vanuit de vele mogelijke conformaties zijn
geautomatiseerde methoden zeer waardevol gebleken. Deze methoden maken het
mogelijk om een objectief model af te leiden. Als laatste, en als logische vervolg op de
lokalisatie van een farmacofoor, bliikt de introductie van een minireceptor van veel
belang om de directionaliteit van ligand"'doelwit interacties te beschrijven.
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